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(57)Abrege 

L'invention se rapporte a une composition pharmaceutique pour traiter ou prevenir une tumeur maligne qui comprend, a 
titre d'agent therapeutique, un polypeptide reconnu par l'anticorps produit par 1'hybridome ATCC n^ HB 8630, ou de maniere al- 
ternative, un virus dans le genome duquel est insere un fragment d'ADN codant pour le polypeptide cite ci-dessus. 
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COMPOSITION PHARMACEUTICS POUR LE TRAITEMENT 
OU LA PREVENTION D'UNE TUMEUR MALIGNE 



La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique destinee au 
traitement curatif ou a la prevention d'une tumeur maligne, plus particulierement d'un 
carcinome, tout specialement d'un cancer du scin. 

La plupart des cellules tumorales expriment a leur surface des antigenes qui different 
5 soit qualitativement, soit quantitativement des antigenes presents a la surface des cellules 
normales correspondantes. Ces antigenes sont specifiques lorsqu'ils sont uniquement 
exprimes par des cellules tumorales. Lorsqu'ils sont presents a la fois sur des cellules 
normales et tumorales, ces antigenes sont dits associes a la tumeur; dans ce cas, ils sont 
presents soit en plus grande quantite, soit sous une forme differente dans les cellules 
1 0 tumorales. 

La grande majority des antigenes de tumeur qui ont ete jusqu'a present caracterises 
chcz l'homme sont des antigenes humains associes a une tumeur (appeles par la suite 
antigenes associes). Parmi ceux-ci on distingue: 

- les antigenes oncofoetaux, tel que Tantigene carcino-embryonnaire, qui sont 
1 5 presents dans les tissus foetaux et absents ou a 1'etat de trace dans les tissus adultes 

correspondants; leur expression est a nouveau induite de maniere aberrante lors du 
developpement d'une tumeur; 

- les antigenes de differenciation qui nc sont nonnalement exprimes que pendant 
certaines etapes de la maturation d'un type particulier de cellules; les cellules tumorales 

20 qui expriment un tel antigene auraient pour origine une cellule bloquee dans sa 
differenciation; 

- les produits des oncogenes qui commencent a etre identifies. 

40 
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La specificity d'un antigene associe a une tumeur est done plutot quantitative que 
qualitative puisque ce demier peut etre present chez un individu normal, de maniere 
localisee cu intermittente (periode foeto-embryonnaire) ou a l'etat de traces, et ne devient 
hyperexprime (expression augmented d'un facteur 10 a 1000 fois) que lors d'un processus 
5 de tumorigenese. Lorsque cet antigene est normalement exprime, il est reconnu par le 
systeme immunitaire comme partie du "Soi" tandis que son hyperexpression ou son 
expression aberrante peut declencher une reponse immunitaire humorale ou cellulaire. 

D'une maniere generate, il existe deux grands types de reponse immunitaire : la 
10 reponse de type humoral qui est caracterisee par la production d'anticorps par les 
lymphocytes B et la reponse immunitaire a mediation cellulaire qui met en jeu des cellules 
effectrices i.e., essentiellement les macrophages et les lymphocytes T cytotoxiques ainsi 
que des cellules regulatrices de la reponse immunitaire, i.e., les lymphocytes T helper et 
suppresseurs. 

15 

Une reponse immunitaire a mediation cellulaire necessite la cooperation des 
lymphocytes T helper et des cellules effectrices. Cette cooperation s'effectue, en 
particulier, grace a l'interleukine-2 et autres diveises lymphokines qui sont secr6tees par 
les lymphocytes T helper actives. Par la suite, l'interleukine-2 induit Taction des 
20 lymphocytes T cytotoxiques et les lymphokines declenchent la reponse de phagocytose des 
macrophages. En parallele, il existe de meme un mecanisme suppresseur de la reponse 
immunitaire a mediation cellulaire qui met en oeuyre les lymphocytes T suppresseurs. 

II est maintenant bien connu que des patients atteints d'un cancer peuvent 
25 developper une reponse immunitaire humorale et a mediation cellulaire. Ceci a ete mis en 
particulier en evidence en demontrant que le serum de certains patients contenaient des 
anticorps anti-antigene de tumeur et que Ieur serum eteit capable d'inhiber la croissance 
de cellules cancereuses in vitro. Neanmoins, dans la mesure ou les regressions tumorales 
spontanees sont extrSmement rares, il semble que la reponse immunitaire que 1'on observe 
30 in vitro reste inefficace in vivo. Dans le meme ordre d'idees, il est aussi connu que les 
greffes de tumeurs ne sont pas souvent rejetees, meme chez des animaux immuns, tandis 
que les allogreffes le sont toujours. 

Bien qu'une reponse immunitaire puisse se d€velopper a 1'encontre d'une tumeur, 
35 il est douteux que celle-ci soit d'un reel benefice pour le malade. Tout semble indiquer 
qu'une tumeur echappe aux mdcanismes de surveillance immunitaire de Porganisme. 
Divers modeles ont €t€ proposes pour expliquer ce phenomene; pour une revue complete 
et d^taillie, voir Scientific American, Medecine, Chapter 6, Vm Tumor Immunology, 
1990. En principe, les antigenes de tumeur joueraient un r61e non n^gligable en modifiant 
40 ou detoumant la r6ponse immunitaire en faveur de la tumeur plutot qu'en faveur de l'individu. 
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Compte tenu de la complexite de la reponse immunitaire a 1'encontre des tumeurs 
et de la mediocrity des connaissances actuelles dans ce domaine, la mise en oeuvre d'un 
vaccin anti-cancer n'est pas du tout evidente. Des etudes chez des aniraaux ont montre que 
l'immunisation a l'aide de cellules cancereuses vivantes ou tuees pouvaient conduire a un 
5 rejet d'une greffe tumorale ulterieure. Des tentatives d 'immunisation a l'aide de produits 
acellulaires ont generalement ete moins reussies. 

A ce jour, la possibility de fabriquer un vaccin contre un cancer en employant un 
antigene associe a ce cancer reste done controversee. Une objection theorique majeure a 
10 ce mode de traitement reside en ce qu'une reponse immunitaire ne serait pas suffisante 
pour prevenir ou soigner une tumeur et qu'il est fort douteux qu'un vaccin puisse etre 
protecteur, e'est-a-dire capable d'empecher ou de freiner le developpement d'une tumeur. 

Neanmoins, il a maintenant ete trouve qu'un antigene de tumeur associe, entre autre 
15 au cancer du sein peut, sous forme vaccinale ou therapeutique, induire une reponse 
immunitaire qui protege contre une attaque tumorale ulterieure ou en cours de 
developpement. D s'agit plus precisement de 1 'antigene reconnu par l'anticorps 
monoclonal H23 issu de 1'hybridome ATCC N° HB 8630, depose aux fins de la demande 
de brevet EPA 174 534 et publiquement disponible pour des travaux de recherche 
20 experimental. L'anticorps H23 est d'autre part commercialement disponible aupres de 
Teva Pharmaceutical Industries Ltd, 5 Basel Street, Petah Tiqva, P.O. Box 1424, Tel-Aviv, 
Israel. 



L'anticorps H23 a ete genere a 1'encontre- de materiel particulaire present dans le 
25 surnageant des cultures in vitro de la lignee de cellules mammaires tumorales T47D. Par 
la suite, il a ete montre que l'anticorps H23 reagissait nettement avec un grande majorite 
de biopsies de tumeurs mammaires ainsi qu'avec le serum et autres liquides 
pbysiologiques des patients presentant un cancer du sein. Par contre, l'anticorps H23 ne 
• detecte pas d'antigene, ou sinon a l'etat de trace, dans le cas d'individus sains. 

30 

L'antigene de tumeur reconnu par l'anticorps H23 est done exprime de maniere 
aberrante par les cellules epitheliales du tissu mammaire canc6reux dans environs 90 % 
des cas de cancer du sein, tandis que chez un individu normal, son expression est tres 
faible sinon nullc. Sa presence en quantite significative a 6t6 aussi detect6e dans des tissus 
35 epith61iaux tumoraux autres que les tissus epitheliaux mammaires. 
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Chez un tneme patient, Tantigene de tumeur reconnu par l'anticorps 
H23 existe sous deux formes : une forme transmembranaire et une forme 
secretee dont les sequences en acides amines sont respectivement montrees 
dans les identif icateurs de sequence (IS) n° 1 et 2. La forme transmem- 
5 branaire et la forme secretee presentent toutes deux un haut degre de 
polymorphisme. En effet, la sequence des deux formes d'antigene comprend 
une sous-unite particuiiere de 20 acides amines qui apparait encadree dans 
chaque IS et qui peut etre repetee en tandem plusieurs fois. La sequence de 
cette sous-unite a pour formule (I) : Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-X-Ala-His- 

10 Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Y-Arg-Pro-X dans laquelle X est Pro ou Ala et 
Y est Thr ou Asn. D f un individu a l'autre, le nombre de repetitions en 
tandem peut varier de 20 a 80 environ et, entre autre, caracterise le type 
polymorphe. Enfin, il peut se faire que d ! une repetition a l'autre, un 
minimum d ! acides amines (le plus souvent 1,2 ou 3 acides amines) soit 

15 modifie. 

D'autre part, ii a ete etabli que la sous-unite de 20 acides amines 
precedemment decrite etait specifique de Pantigene de tumeur reagissant 
avec l'anticorps H23 puisque cette sous-unite comporte Tepitope reconnu 
20 par cet anticorps. 

En consequence, Tinvention propose une composition pharmaceutique 
destinee au traitement curatif ou a la prevention d'une tumeur maligne qui 
comprend, a titre d'agent therapeutique, (i) un polypeptide reconnu par 
25 l'anticorps H23 ou, de maniere alternative, (ii) un virus dans le genome 
duquel est insere un fragment d ? ADN codant pour un polypeptide reconnu 
par Tanticorps H23, en association avec un diluant ou un support acceptable 
d ! un point de vue pharmaceutique. 



30 



D'un point de vue plus general, l ! invention a egalement pour objet, a 
titre d'agent therapeutique pour le traitement ou la prevention d'une 
tumeur maligne, un polypeptide reconnu par Tanticorps H23. 



WO 92/07000 



-5- 



PCT/FR91/00835 



De meme, Pinvention a aussi pour objet : 

- Pusage (i) d'un polypeptide reconnu par Panticorps H23, ou, de 
maniere alternative, l f usage (ii) d'un virus dans le genome duquel est insere 

5 un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par Panticorps H23 
pour soigner ou prevenir une tumeur maiigne ; 

- une methode de traitement curatif ou de prevention d'une tumeur 
maiigne qui comprend Pacte d'administrer une quantite therapeutiquement 

10 efficace (i) d f un polypeptide reconnu par 1'anticorps H23 ou, de maniere 
alternative, (ii) d f un virus dans le genome duquei est insere un fragment 
d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par Panticorps H23, a un sujet 
ayant besoin d'un tel traitement. (Par "quantite therapeutiquement 
efficace", on entend une quantite suffisante pour mettre en oeuvre une 

15 therapie efficace). 

Un poypeptide reconnu par Panticorps H23 peut etre notamment un 
polypeptide qui comprend la sequence (I) : Pro-Gly-Ser-Thr-Aia-Pro-X-Ala-His- 
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Y-Arg-Pro-X, dans laqueile X est Pro ou Ala 
20 et Y est Thr ou Asn. La sequence (I) peut etre la sequence complete du 
polypeptide reconnu par 1'anticorps H23 ou bien representer un fragment 
unique ou repete du polypeptide reconnu par 1'anticorps H23. 

Un poypeptide prefere reconnu par 1'anticorps H23 est un polypeptide 
25 reconnu par 1'anticorps H23 dont la sequence presente un degre d'homologie 
d'au moins 80 %, de preference d'au moins 90 %, de maniere tout a fait 
preferee de 95 a 100 % incius, avec la sequence de Pantigene du tissu 
epithelial humain reconnu par Panticorps H23 (dans la suite du texte, cet 
antigene sera prenomme H23 - ETA) sous sa forme transmembranaire ou 
30 secretee. 
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Telle que montree dans PIS n° 1, la forme transmembranaire de H23 - ETA a une 
sequence en acides amines commengant avec le residu threonine en position 1 et fmissant 
avec le r&idu leucine en position 414 + (20 x n), tandis que, telle que montree dans PIS 
n c 2, la forme secr6t6e de H23 - ETA a une sequence en acides amines commenqant par 
5 le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu proline en position 246 + (20 
x n). D'une fagon tout a fait generate, n est un nombre de 1 a 80; de preference, n est un 
nombre de 1 a 40; de maniere tout a fait preferee, n est 2, 3 ou 4. 

Plus precis6ment, les formes transmembranaire et s6cr6t6c de H23 - ETA ont en 
commun une region N-terminale de 106 acides amin& (appelde par la suite region 
1 0 N-terminale) et une r£gion m6diane correspondant a Fensemble des sous unites repetees; 
par contre leuis extremites C-terminales divergent sensiblement. Les acides amines de la 
position 107 + (20 x n) a la position 149 + (20 x n) sont identiques pour les deux formes 
et varient a partir de la position 150 + (20 x n). 

Un polypeptide prefer^ reconnu par Fanticorps H23 dont la sequence n'est pas 
1 5 identique a Fune de celles ddcrites dans les IS n° 1 et 2, se caracterise par au moins une 
mutation d'un acide amine (mutation ponctuelle) distribute au hasard dans les regions N- 
ou C-terminale. Le nombre de mutations totales doit bien sur satisfaire le critere du degre 
d'homologie tel que precSdemment etabli. Par "mutation ponctuelle", on entend la delation 
ou la substitution d'un acide amine de la r6gion N- ou C-terminale dicrite dans PIS n° 1 
20 ou 2 ainsi que Paddition d'un acide amine au sein de la region N- ou C-terminale ddcrite 
dans PIS n° 1 ou 2. 



D'une maniere g6n£rale, un polypeptide reconnu par Fanticorps H23 peut etre 
produit par les m6thodes conventionnelles de synthese chimique ou bien, lorsque la 
sequence d 'acides amines comprend un nombre de residus important, par les techniques 

25 de PADN recombinant Plus particulierement, un procedt de preparation comprend Facte 
de cultiver un micro-organisme hote transform^ par un fragment d'ADN codant pour un 
polypeptide reconnu par Fanticorps H23 et Facte de r6colter ledit polypeptide a partir de 
la culture. L'organisme bote peut etre n'importe quel micro-organisme capable d'etre 
transform^, par exemple et sans limitation, une bact£rie, une levure ou bien une cellule 

30 de mammifere, dans la mesure ou le fragment d'ADN consid6r£ est soit int6gr6 dans le 
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genome de 1'organisme bote, soit insere dans un vecteur depression approprie, e'est-a- 
dire, capable de se repliquer chez 1'organisme hole. Bien entendu, ]e fragment d'ADN 
codant pour le polypeptide reconnu par I'anticorps H23 est place sous le controle de 
regions comportant des signaux de transcription et de traduction appropries. Vecteurs 
5 d'expression et regions de controle sont connus de Phomme du metier. 

Au cours de la derniere decade, il a etd propose d'utiiiser des virus recombines, 
comme agents destines a induire une reponse immunitaire a Tencontre d'organisrnes 
pathogenes varies. A cette fin, les adenovirus ou les poxvirus conviennent tout 

10 particulierement. Pour usage dans la presente invention, les poxvirus aviaires, le poxvirus 
du canari, ou le virus de la vaccine sont tout a fait adaptes. Le virus de la vaccine 
presente une reaction immunitaire croisee avec le virus de la variole et, de ce fait, a ete 
utilise comme agent vaccinal anti-variolique depuis le 19e siecle. Au debut des annees 80, 
la variole a ete consideree comme eradiquee de la surface du globe et ^Organisation 

15 Mondiale de la Sante a, en consequence, juge preferable d'arreter de vacciner contre la 
variole. Le virus de la vaccine est done maintenant disponible pour mettre en oeuvre des 
vaccins comprenant un virus de la vaccine dont le genome a ete modifie de maniere a 
exprimer des genes hetirologues codant pour des determinants antigeniques specifiques 
d'un organisme vecteur d'une maladie autre que la variole. 

20 

C'est pourquoi 1 'agent therapeutique d'une composition pharmaceutique selon 
l'invention peut etre, de maniere alternative, un virus dans le genome duquel est insere 
un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par Tanticorps H23. 

25 Ce type de composition pharmaceutique presente Tavantage d'une production bon 

marche et d'une grande stabilite dans des conditions d'environnement variees. En 
particulier, les conditions de conservation ne sont pas contraignantes. 

Les conditions g6nerales d'obtention d'un virus de la vaccine capable d'exprimer 
30 un bloc d'expression d'une proteine h&erologue sont ddcrites dans le brevet europeen 
EP 83 286 dont le contenu est ici incorpor6 par reffrencc. Ces conditions sont applicables 
aux autres virus acceptables comme vecteurs dans la mesure ou ces demiers possedent au 
moins une region genomique non-essentielle dans laquelle un bloc d'expression peut etre 
insert. 

35 

Un virus de la vaccine dans le genome duquel est insere un fragment d'ADN codant 
pour un polypeptide reconnu par Tanticorps H23 peut etre aussi utilise comme vecteur 
d'expression particulier en vue de produire ledit polypeptide en culture de cellules de 
mammifere, tel que pr6cedemment indiqu6. 

40 
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Un polypeptide reconnu par Tanticorps H23 ou un virus dans !e genome duquel est 
ins6re un fragment d'ADN codant pour ledit polypeptide presente une activite anti 
tumorale in vivo dans le test suivant : on traite par deux fois, a dix jours d'intervalle entre 
Ies deux traitements, des souris de la Iign6e C3H ou des rats de la lign£e Fisher, ages de 
5 4 a 5 semaines, avec soit, entre 10 et 500jig d'un polypeptide reconnu par l'anticorps H23 
ou soit, entre 10 7 et 10 8 pfu (unites formant plaque) d'un virus dans le g&iome duquel est 
insure un fragment d'ADN codant pour ledit polypeptide. Lorsque Ton utilise un 
polypeptide, le traitement s'effectue de preference par injection sous-cutanee. Une 
scarification de la queue est preferde dans le cas d'un virus. Quinze jours apres le premier 

10 traitement, on injecte de maniere sous-cutanee environ 10* a 10 7 cellules tumorales 
syng^niques exprimant H23-ETA, qui ont 6te cultivees in vitro, traitfes a la trypsine, 
lavees et resuspendues en tampon PBS (phosphate buffered saline) sous un volume 
d 'environ 100 \xl En parallele, on soumet de meme des animaux non traites a une attaque 
tumorale identique. Environ 20 jours apres 1'injection des cellules, la taille des tumeurs 

15 sous-cutanees est plus petite chez les animaux traites par un polypeptide ou un virus que 
chez des animaux non traites. 

Un polypeptide reconnu par Tanticorps H23 ou un virus dans le genome duquel est 
ins6r6 un fragment d'ADN codant pour ledit polypeptide est de ce fait utile en vue de 
20 traiter ou de prevenir un ftat canc£reux, plus particulierement une tumeur de type 
carcinome (tumeur d£velopp6e par des cellules epitheliales), par exemple une tumeur 
mammaire. 

Pour ces prescriptions, le dosage approprie varie en fonction, par exemple du 
25 polypeptide ou du virus employe, de Tindividu trait6, du mode d'administration, de 
Tutilisation a titre de vaccin ou de traitement, et de la nature et de la severite de Tetat 
tumoral qui est trait6. Cependant, en general, des resultats de vaccination satisfaisants chez 
des mammiferes, par exemple des humains, sont indiques comme pouvant etre obtcnus 
avec un virus dans le genome duquel est ins6re un fragment d'ADN codant pour ledit 
30 polypeptide, a un dosage unique ou rcpdte une ou deux fois a environ 1 a 3 semaines 
d'intervalle, d'environ 10 4 pfii/kg a environ 10 8 pfu/kg du poids corporel du mammifere. 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre administree par 
n'importe quelle voie conventionnelle, en particulier par voie sous-cutan6c, par exemple 

35 sous forme de solution ou de suspension injectable. A titre de vaccin, une composition 
selon Tinvcntion peut etre administr& selon les modes conventionnellcment pratiques pour 
les vaccins d6ja connus, par exemple en dose unique ou r6p&6e une ou plusieurs fois 
apres un certain d6Iai d'intervalle. Lorsqu'une composition selon 1'invention est en usage 
dans le traitement curatif d'un cancer, elle peut etre administree frequemment pendant une 

40 p6riode suffisante pour que le traitement soit efficace. Une telle composition peut etre 
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injectee avantageusement de maniere intra-tumorale. 

Une composition pharmaceuiique selon 1 'invention peut etre preparee selon les 
techniques conventionnelles. Lorsque Fagent therapeutique est un virus de la vaccine, ce 
5 virus est de preference sous forme vivante attenuee. Des souches virales attenuees sont 
disponibles a ce jour; par exemple, la souche Copenhagen thymidine kinase negative. Pour 
obtenir les virus recombinants necessaires pour mettre en oeuvre une composition selon 
1'invention, il suffit d'utiliser une telle souche. Enfin un virus recombinant peut etre 
attenue par un traitement chimique approprie connu de Phomme du metier, 

10 

L'invention est illustree ci-apres, avec pour reference la Figure 1. 

La Figure 1 represente de maniere sch6matique un fragment d'ADN genomique 
codant pour la forme secretee de H23-ETA (-*1) ou pour la forme transmembranaire de 

15 H23-ETA (-+2). Les blocs et les vides symbolisent respectivement les exons et les introns* 
Le fond noir correspond a la sequence signal et le fond hachure signifie les sequences 
repetees (au nombre de 4: a, b, c et d). Les fragments d'ADN n° 1 et 2 sont utilises pour 
la construction d'un fragment complet codant pour la forme secretee de H23-ETA tandis 
que les fragments n° 3 a 5 sont utilises pour construire un fragment complet codant pour 

20 la forme transmembranaire de H23-ETA. Les sites de restriction indiques dans cette figure 
se retrouvent de meme dans les IS n° 1 et 2. 

Exemple 1 

25 Des fragments d'ADN complementaires et genomiques codant pour des portions de 

H23 sont isoles selon la procedure d6crite dans Wreschner et al, Eur. J. Biochem. (1990) 
189 : 463. Ces fragments sont utilises par la suite pour reconstituer un fragment d'ADN 
codant pour Tantigene H23-ETA complet sous sa forme secretee ou transmembranaire. 

30 Les constructions plasmidiques sont decrites ci-dessous, en reference a la Figure 1. 

A. Preparation d'un virus de la vaccine capable de promouvoir la synthese de la 
forme sccr6t& de H23-ETA. 

35 Un fragment d'ADN complementaire EcoRI-PvuH (n° 1) est introduit entre les sites 

EcoRI et PvuII de la region d'insertion multiple du vectcur pPolyll ddcrit dans Lathe et 
al, Gene (1987) 57 : 193 pour donner le plasmide pETA-5'. Un fragment d'ADN 
genomique PvuII (n° 2), comportant 4 unites repetees, est introduit dans le site PvuII de 
la rfgion d'insertion multiple de pETA-5\ en aval du fragment n° 1 et en orientation 

40 appropricc. Dans les unites repetees a, b, c et d, les codons xxx x et xxx 2 sont 
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respectivcmcnt CCA (Pro) ct CCC (Pro), CCA et CCC, GCA (Ala) et GCC, CCA et 
GCC. Dc meme Ie codon yyy est ACC (Thr) dans Ies unites repetees a, b et c; le codon 
yyy est AAC (Asn) dans l'unit£ d. 

5 Un fragment BamHI-Sall codant pour la forme secrelee complete de H23-ETA est 

excise du plasmide obtenu en dernier lieu. Puis, ce fragment est insere entre Ies sites 
BamHI et Sail du vecteur de transfert ptgl94-poly decrit dans Kieny et al, 
Bio/Technology, (1986) 4:790, en aval du promoteur du virus de la vaccine E7.5k et a 
Finterieur du gene du virus de la vaccine codant pour la thymidine kinase, 

10 

Le vecteur de transfert obtenu au paragraphe precedent est utilise par la suite pour 
transferer le bloc d 'expression de la forme s6cretee de H23-ETA dans le genome du virus 
de la vaccine, souche Copenhagen, selon la mdthode decrite dans Kieny et al, Nature 
(1984) 312 : 163. On obtient ainsi le virus de la vaccine VV-ETA-S. 

15 

B. Preparation d'un virus de la vaccine capable de promouvoir la synthese de la 
forme transmembranaire de H23-ETA. 

Un fragment d'ADN genomique PvuII-Pstl (n° 3), comportant 4 unites repetees, est 
20 introduit entre les sites PvuII et PstI de la region d'insertion multiple de pETA-5\ en aval 
du fragment n° 1 et en orientation appropriee. Dans Ies unites repetees a, b, c et d, les 
codons xxxj et xxx 2 sont respectivement CCA (Pro) et CCC (Pro), CCA et CCC, GCA 
(Ala) et GCC, CCA et GCC. De merae le codon yyy est ACC (Thr) dans les unites 
repetees a, b et c; le codon yyy est AAC (Asn) dans l'unite d. 

25 

Un fragment EcoRI-PstI correspondant aux fragments clones est excise du dernier 
plasmide obtenu. L'extrernite cohesive EcoRI est transformee en extremite franche par 
traitement avec la polymerase klenow. Puis, ce fragment est introduit entre le site Xhol, 
prealablement traits par la polymerase klenow, et le site PstI de la region d'insertion 
30 mutiple du vecteur pPolyH-Sfi/Not-14 d&rit dans Lathe et al, supra, pour donner le 
plasmide pETA-T-5\ 

Un fragment d'ADN compldmentaire Pstl-Ball (n° 4) est introduit entre les sites PstI 
et Ball de pETA-T-5\ Puis, un fragment d'ADN complementaire Ball-Ball (n° 5) est 
35 ins6r£ dans le site Ball du plasmide obtenu en dernier lieu. 

Un fragment BglH-Sstl codant pour la forme transmembranaire complete de H23- 
ETA est excis6 du plasmide obtenu au paragraphe precedent; puis, il est introduit entre 
les sites BamHI et SstI du vecteur de transfert ptgl86-poIy d6crit dans Kieny et al, (1986) 
40 supra, en avaldu promoteur du virus de la vaccine E7.5k et a Tinterieur du gene du virus 
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de la vaccine codant pour la thymidine kinase. 

Le vecteur de transfert obtenu au paragraphe precedent est utilise par la suite pour 
transferer le bloc d 'expression de la forme transmembranaire de H23-ETA dans le genome 
5 du vims de la vaccine, souche Copenhagen (VV-O), selon la methode decrite dans Kieny 
et al, 1984, supra. On obtient ainsi le virus de la vaccine VV-ETA-T. 

Exemple 2 : Preparation des stocks de virus. 

10 Les stocks de virus purifies sont prepares sur cellules BHK-21. Les cellules BHK-21 

sont infectees par les virus recombinants VV-ETA-S et VV-ETA-T (0,1 pfu/cellule) 
pendant 48 heures. Apres ce temps, les cultures sont congelees a -20°Q puis decongelees 
a temperature ambiante. Apres destruction des parois cellulaires par 3 traitements 
successifs au "potter" dans un tampon hypotonique, les proteines solubles du surnageant 

15 sont chargees sur un coussin de saccharose 36 % (p/v) et ccntrifugees (SW 28 Beckman, 
lh, 14 K). Le culot contenant le virus est repris en solution dans du Tris/HCl 10 mM pH8 
et depose sur un gradient lin6aire (20-40 %) de saccharose. Apres centrifugation (SW 28, 
40 min, 14 K), la bande opalescente contenant le virus est reprise a Faide d'une seringue 
et concentree par centrifugation (SW 28, 20 K, lh). Le virus est enfin repris dans un petit 

20 volume de Tris/Hcl 10 mM pH8 de fagon a obtenir un stock viral titrant 10 10 pfu/ml 
environ. 

Exemple 3 : Lignees cellulaires tumorales exprimant H23-ETA. 

25 A. Construction des plasmides eucaryotes capable de promouvoir 1 'expression de 

H23-ETA. 

Un fragment d'ADN BamHI-Sall, codant pour la forme secretee de H23-ETA est 
excis6 du plasmide obtenu dans Texemple 1A, premier paragraphe. Puis, il est reintroduit 
30 entre les sites BamHI et Sail de la region d'insertion multiple du plasmide pHMG decrit 
dans Gautier et al, Nucl. Acid Res., (1989) 17 (20): 83, de maniere a etre place sous le 
contrSIe du promoteur du gene de la 3-hydroxy-3-m6thyI-glutaryl-coenzyme-A-reductase 
(HMGCR), en aval de la sequence signal du SV40 polyA. On obtient ainsi le plasmide 
pHMG-ETA-S. 

35 

De meme, le plasmide pHMG-ETA-T est construit, de maniere similaire, par 
insertion d'un fragment d*ADN BamHI-EcoRV issu du plasmide obtenu dans TExemple 
1 B, paragraphe 2. 
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B. Preparation des lignees cellulaires. 

Des cellules de la lignee cellulaire tumorale FR3T3-ras-l obtenue a partir de 
fibroblastes de rats Fisher par Matriceau et al, EMBO J. (1985) 4 : 1435 et de cellules de 
5 la lignee de carcinome mammaire de souris MM5t issue des souris C3H, sont 
cotransfectees (i) par pHMG-ETA-S et le plasmide pAG60 decrit dans Colbere-Garapin 
et al, J. Mol. Biol. (1981) 150 : 1 qui comporte un gene de resistance a la Geneticine 
(G418) ou (ii) par pHMG-ETA-T et pAG60. Pour effectuer la transfection, on utilise la 
m€thode de precipitation au phosphate de calcium de Graham et al, Virology (1973) 52 
10 : 456 modifiee par Wigler et al, Cell (1978) 14 : 725. 

Les clones transfectes sont selectionn6s en presence de 500 nl/ml de G418 et par 
la suite cultives. La selection des clones exprimant H23-ETA s'effectue par marquage des 
cellules a la peroxidase apres reaction avec l'anticorps H23. Des lignees cellulaires a I'gfat 
15 pur sont obtenues par la methode des dilutions limites et 1'expression de H23-ETA est 
controlee. 

Les lignees cellulaires sont prenommees com me suit : 

FR3T3-ras-l (pAG60/pHMG-ETA-S) : F-S 
20 FR3T3-ras-l (pAG60/pHMG-ETA-T) : F-T 
FR3T3-ras-l (pAG60/pHMG) : F-C 
MM5tC3H (pAG60/pHMG-ETA-S) : M-S 
MM5tC3H (pAG60/pHMG-ETA-S) : M-T 
MM5tC3H (pAG60/pHMG-ETA-S) : M-C 

25 

Exemnle 4 : Mise en Evidence de 1'effet vaccinal de H23-ETA. 

Des rats males et femelles de la lignee IOPS Fisher et des souris femelles de la 
lignee C3H ages de 4 a 5 semaines sont immunises de la fagon suivante : une preparation 
30 virale purifiee de VV-ETA-S, VV-ETA-T ou VV-0 est administree aux animaux, par 
scarification de la queue, sous un volume de 10 [il correspondant a environ 2.10 7 pfu. Ce 
traitement est repdte" 10 jours apres. 

Les lignees tumorales F-S, F-T, F-C, M-S, M-T et M-C sont cultivees dans un 
35 milieu Dulbecco modifie (Gibco) supp!6ment6 avec 10% de serum de veau foetal, 100 
unites de penicilline et 100 ng/ml de streptomycine. Les cultures sont ensuite traitees a 
la trypsine, lavees, et suspendues en tampon PBS (phosphate buffered saline). 

14 jours apres la premiere etepe d'immunisation, 2.10* cellules F-C, 4.10 4 
40 cellules F-S, 1.5 10 s cellules F-T ou 2.10 6 M-C, M-S ou M-T sont injectees a un animal 
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de maniere sous-cutanee, sous un volume de 100 |xL 

L'apparition des tumeurs sous-cutanees est contrSlee quotidiennement. Le diametre 
des tumeurs est mesure en deux dimensions. Les donnees completes de l'experience et les 
5 resultats sont presentes dans Ie tableau I ci-dessous : 



Tableau I 



10 


k Animal 


Vina 


Cellules 
turn ora les 


nouiDic a ammaux 
presenuot un oodule 
tuxnon! per rapport au 
oombre toul 
d'animaux traites 


Diametre mo yen des 
nodules tumonux (en 
mm) mesure* x jours 
apres Pinjectioa des 
cellules 


p. 1 

Pourcenuge 

d'animaux exempts 

de tumeurs 








F-C 
F-S 
F-T 


4/4 

3/4 
3/6 


31 (20 jours) 
25 (25 jours) 
25 (30 jours) 


0 

25 
50 






W-ETA-S 


FJC 
F-S 
F-T 


8* 

1/8 


40 (20 jours) 
7,5 (25 jours) 
0,87 (30 jours) 


0 

624 
87^ 




Rats miles 
de la lignee 
Fisher 


W-ETA-T 


F-C 
F-S 
F-T 


8ft 

1/8 
CVS 


32 (20 jours) 
0,38 (25 jours) 
0 (30 jours) 


0 

87,5 
100 








F-S 
F-T 


10/10 
10/10 


11,2 (20 jours) \ 
25 (20 jours) 


0 

o 






W-ETA-S 


F-S 
F-T 


9/10 
9/10 


16" (20 jours) 
30 (20 jours) 


10 
10 






W-ETA-T 


F-S 
F-T 


5/10 
5/10 


1.7 (20 jours) 

2.8 (20 jours) 


so 

50 






W-0 


F-S 
F-T 


10/10 
10/10 


19,6 (20 jours) 
28 (20 jours) 


0 
0 


15 


Rats femeiles 
deli lignee 
Fisher 


W-ETA-S 


F-S 
F-T 


mo 

919 


10,6 (20 jours) 
33,8 (20 jours) 


20 
0 






W-ETA-T 


F-S 
F-T 


5/10 
1/10 


0,1 (25 jours) 


50 
90 



Le tableau I montre que, lorsque les animaux sont soumis a une infection par F-S 
ou F-T, la frequence d 'apparition des tumeurs dans un lot d'animaux prealablement traites 
20 a 1'aide du virus de la vaccine VV-ETA-S ou VV-ETA-T est moins elevee que dans les 
lots d'animaux non traites ou traites avec un virus de la vaccine VV-O. D'autre part, la 
taille des nodules tumoraux qui apparaissent chez des animaux prealablement traites avec 
VV-ETA-S ou VV-ETA-T est beaucoup plus petite que celle des nodules tumoraux 
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observes chez les animaux non traites ou traites avec VV-O. 

L'immunisation a Paide de VV-ETA-S ou VV-ETA-T n'est efficacc que dans Ie cas 
des tumeurs induites par des cellules exprimant la forme secretee ou transmembranaire de 
5 H23-ETA- L'effet vaccinal des virus est done bien specifique. 

Enfin, il semble que l'effet vaccinal de VV-ETA-T soil superieur a celui de VV- 
. ETA-S, quelle que soit la forme de H23-ETA exprimee par les cellules induisant les 
tumeurs. 



10 



Exemple 5 : Mise en Evidence de Teffet curatif de H23-ETA. 



Des rats de la lignee Fisher sont infectes par des cellules tumorales, tel que decrit 
dans TExemple 4. Des T apparition des tumeurs (10 a 15 jours apres), on procede au 
15 traitement a Taide des preparations virales, tel que d6crit dans TExemple 4. 

Les donnees et resultats de Texperience sont presentes dans le tableau II ci-dessous : 

Tableau II 



20 



25 



Virus 


Cellules 
tumorales 


Nombre d* animaux presentant uo 

oodule tumoral par rapport 
au nombre total d 'animaux traites 


Dia metre moyen des 
des tumeurs mesure 
(en mm) 






25 jours apres 
rinjection 


SO jours apres 
rinjection 


25 jours apres 
rinjection 


50 jours apres 
rinjection 


W-0 


F-S 
F-T 


10/10 
10/10 


1CV10 
10/10 


27.8 
27.7 


tous mofls 
lous mons 


W-ETA-S 


F-S 
F-T 


10/10 
9/10 


10/10 
7A0 


31.5 
1S.5 


tous mons 
8.5 


VV-ETA-T 


F-S 
F-T 


9/10 
7A0 


10/10 
7A0 


26.8 
11.6 


50.2 
9.4 



Le Tableau II montre que le traitement d'une infection par VV-ETA-S ou VV-ETA- 
T a urie incidence favorable sur la frequence d 'apparition et la taille des tumeurs par 
rapport au test controle. D'autre part, il semble que VV-ETA-T soit plus efficace que 
30 VV-ETA-S. 
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mENTIFICATEUR DE SEQUENCE N° 1 
Objet: La forme transmembranaire de 1'antigene H23-ETA 

Type de sequence: Sequence d'un fragment d'ADN et la sequence d'acides amines 

corrcspondante 

5 Type de molecule: ADN complementaire 

Origine: Lignee de carcinome mammaire T47D 

Caracteristiques du fragment d'ADN complet: 

Fragment EcoRI-Ball 

Sequence codante: du nucleotide 58 au nucleotide 1362+(60xn) 
1 0 Caracteristiques de la sequence en acides amines: 
Peptide signal: de l'a.a. -21 a l'a.a. -1 

Forme mature: de l'a.a. 1 a Ta.a. 414*. * signifiant [+(20xn)] dans lequel n est un 
nombre de 1 a 80 

Sequence repetee: Telle que montree encadrec ci-dessous, dans laquelle X, et X 2 sont 
! 5 " * independamment Pro ou Ala et Y est Thr ou Asn 



GAATTCCCTG GCTGCTTGAA TCTGTTCTGC CCCCTCCCCA CCCATTTCAC 

CACCACC ATG ACA CCG GGC ACC CAG TCT CCT TTC TTC CTG 
Met Thr Pro Gly Thr Gin Ser Pro Phe Phe Leu 
-21 -20 -15 

CTG CTG CTC CTC ACA GTG CTT ACA GTT GTT ACA GGT TCT 
Leu Leu Leu Leu Thr Val Leu Thr Val Val Thr Gly Ser 
-10 -5 -1 1 

GGT CAT GCA AGC TCT ACC CCA GGT GGA GAA AAG GAG ACT 
Gly His Ala Ser Ser Thr Pro Gly Gly Glu Lys Glu Thr 
5 10 15 

TCG GCT ACC CAG AGA AGT TCA GTG CCC AGC TCT ACT GAG 
Ser Ala Thr Gin Arg Ser Ser Val Pro Ser Ser Thr Glu 
20 25 



50 
90 

129 

16B 

207 
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AAG AAT GCT GTG AGT ATG ACC AGC AGC GTA CTC TCC AGC 
Lys Asn Ala Val Ser Met Thr Ser Ser Val Leu Ser Ser 
30 35 40 



-16 - 

246 



CAC AGC CCC GGT TCA GGC TCC TCC ACC ACT CAG GGA CAG 
His Ser Pro Gly Ser Gly Ser Ser Thr Thr Gin Gly Gin 
45 50 ~ 55 

GAT GTC ACT CTG GCC CCG GCC ACG GAA CCA GCT TCA GGT 
Asp Val Thr Leu Ala Pro Ala Thr Glu Pro Ala Ser Gly 

60 65 

PvuII 

TCA GCT GCC ACC TGG GGA CAG GAT GTC ACC TCG GTC CCA 
Ser Ala Ala Thr Trp Gly Gin Asp Val Thr Ser Val Pro 
70 75 80 

GTC ACC AGG CCA GCC CTG GGC TCC ACC ACC CCG CCA GCC 
Val Thr Arg Pro Ala Leu Gly Ser Thr Thr Pro Pro Ala 
85 90 

CAC GAT GTC ACC TCA GCC CCG GAC AAC AAG CCA GCC | CCG 
His Asp Val Thr Ser Ala Pro Asp Asn Lys Pro Ala I Pro 
95 100 105 L 



GGC TCC ACC GCC CCC XXX GCC CAC GGT GTC ACC TCG GCC 
Gly Ser Thr Ala Pro X, Ala His Gly Val Thr Ser Ala 



285 



324 



363 



402 



CCG GAC yyy AGG CCG xxx|TTG GGC TCC ACC GCC CCT CCA 459 + (60xn) 
Pro Asp Y Arg Pro X 2 |Leu Gly Ser Thr Ala Pro Pro 
'n no* 

GTC CAC AAT GTC ACC TCG GCC TCA GGC TCT GCA TCA GGC 498 + (60xn) 

Val His Asn Val Thr Ser Ala Ser Gly Ser Ala Ser Gly 
H5* 120* 125* 

TCA GCT TCT ACT CTG GTG CAC AAC GGC ACC TCT GCC AGG 537 + (60xn) 

Ser Ala Ser Thr Leu Val His Asn Gly Thr Ser Ala Arg 
130* 135* 

GCT ACC ACA ACC CCA GCC AGC AAG AGC ACT CCA CCC AGC 576 + (60xn) 

Ala Thr Thr Thr Pro Ala Ser Lys Ser Thr Pro Phe Ser 
14 °* 145* 150* 

ATT CCC AGC CAC CAC TCT GAT ACT CCT ACC ACC CTT GCC 615 + (60xn) 

He Pro Ser His His Ser Asp Thr Pro Thr Thr Leu Ala 
155* 160* 165* 



WO 92/07000 



PCT/FR91/00835 



•17 - 

AGC CAT AGC ACC AAG ACT GAT GCC AGT AGC ACT CAC CAT 
Ser His Ser Thr Lys Thr Asp Ala Ser Ser Thr His His 
170* 175* 



654 + (60xn) 



AGC ACG GTA CCT CCT CTC ACC TCC TCC AAT CAC AGC ACT 
Ser Thr Val Pro Pro Leu Thr Ser Ser Asn His Ser Thr 
180* 185* 190* 



693 + (60xn) 



TCT CCC CAG TTG TCT ACT GGG "GTC TCT TTC TTT TTC CTG 
Ser Pro Gin Leu Ser Thr Gly Val Ser Phe Phe Phe Leu 
195* 200* 



732 + (60xn) 



TCT TTT CAC ATT TCA AAC CTC CAG TTT AAT TCC TCT CTG 
Ser Phe His lie Ser Asn Leu Gin Phe Asn Ser Ser Leu 
205* 210* 215* 

PstI 

GAA GAT CCC AGC ACC GAC TAC TAC CAA GAG CTG CAG AGA 
Glu Asp Pro Ser Thr Asp Tyr Tyr Gin Glu Leu Gin Arg 
220* 225* 230* 



771 + (60xn) 



810 + (60xn) 



GAC ATT TCT GAA ATG TTT TTG CAG ATT TAT AAA CAA GGG 
Asp lie Ser Glu Met Phe Leu Gin lie Tyr Lys Gin Gly 
235* 240* 



849 + (60xn) 



GGT TTT CTG GGC CTC TCC AAT ATT AAG TTC AGG CCA GGA5 
Gly Phe Leu Gly Leu Ser Asn lie Lys Phe Arg Pro Gly 
245* 250* " 255* 



888 + (60xn) 



TCT GTG GTG GTA CAA TTG ACT CTG GCC TTC CGA GAA GGT 
Ser Val Val Val Gin Leu Thr Leu Ala Phe Arg Glu Gly 
260* 265* 



927 + (60xn) 



ACC ATC AAT GTC CAC GAC GTG GAG ACA CAG TTC AAT CAG 
Thr He Asn Val His Asp Val Glu Thr Gin Phe Asn Gin 
270* 275* 280* 



966 + (60xn) 



TAT AAA ACG GAA GCA GCC TCT CGA TAT AAC CTG ACG ATC 
Tyr Lys Thr Glu Ala Ala Ser Arg Tyr Asn Leu Thr He 
285* 290* 295* 



1005 + (60xn) 



TCA GAC GTC AGC GTG AGT CAT GTG CCA TTT CCT TTC TCT 
Ser Asp Val Ser Val Ser His Val Pro Phe Pro Phe Ser 
300* 305* 



1044 + (60xn) 



GCC CAG TCT GGG GCT GGG GTG CCA GGC TGG GGC ATC GCG 
Ala Gin Ser Gly Ala Gly Val Pro Gly Trp Gly He Ala 
310* 315* 320* 

Ball 

CTG CTG GTG CTG GTC TGT GTT CTG GTT GCG CTG GCC ATT 
Leu Leu Val Leu* Val Cys Val Leu Val Ala Leu Ala He 
325* 330* 



1083 + (60xn) 



1122 + (60xn) 
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GTC TAT CTC ATT GCC TTG GCT GTC TGT CAG TGC CGC CGA 1161 + (60xn) 

Val Tyr Leu lie Ala Leu Ala Val Cys Gin Cys Arg Arg 
335* 340* 345* 

AAG AAC TAC GGG CAG CTG GAC ATC TTT CCA GCC CGG GAT 1200 + (60xn) 

Lys Asn Tyr Gly Gin Leu Asp lie Phe Pro Ala Arg Asp 

350* 355* ^ 360* 

ACC TAC CAT CCT ATG AGC GAG TAC CCC ACC TAC CAC ACC 1239 + (60xn) 

Thr Tyr His Pro Met Ser Glu Tyr Pro Thr Tyr His Thr 
365* 370* 

CAT GGG CGC TAT GTG CCC CCT AGC AGT ACC GAT CGT AGC 1278 + (60xn) 

His Gly Arg Tyr Val Pro Pro Ser Ser Thr Asp Arg Ser 
375* 380* " 385* 

CCC TAT GAG AAG GTT TCT GCA GGT AAT GGT GGC AGC AGC 1317 + (60xn) 

Pro Tyr Glu Lys Val Ser Ala Gly Asn Gly Gly Ser Ser 
390* 395* 

CTC TCT TAC AC A AAC CCA GCA GTG GCA GCC ACT TCT GCC 1356 + (60xn) 

Leu Ser Tyr Thr Asn Pro Ala Val Ala Ala Thr Ser Ala 
400* 405* 410* 



AAC TTG TAG GG GC AC GTC G CCCTCTGAGC TGAGTGG 
Asn Leu Ter 



1392 + (60xn) 
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mENTTFICATEUR DE SEQUENCE N° 2 
5 Objet: La forme soluble de Tantigene H23-ETA 

Type de sequence: Sequence d'un fragment d'ADN et la sequence decides amines 

correspondante 

5 Type de mol&ule: ADN complementaire 

Origine: Lignee de carcinome mammaire T47D 

Caracteristiques du fragment d'ADN complet: 

Fragment EcoRI-PvuII 

Sequence codante: du nucleotide 58 au nucleotide 858+(60xn) 
1 0 Caracteristiques de la sequence en acfdes amines: 
Peptide signal: de Ta.a. -21 a Fa.a. -1 

Forme matufe: de Ta.a. 1 a Pa.a. 246*, * signifiant [+(20xn)] dans lequel n est un 
nombre de 1 a 80 

Sequence repetde: Telle que monlree encadree ci-dessous, dans laquelle X x et X 2 sont 
1 5 independamment Pro ou Ala et Y est Thr ou Asn 



GAATTCCCTG GCTGCTTGAA TCTGTTCTGC CCCCTCCCCA CCCATTTCAC 50 

CACCACC ATG ACA CCG GGC ACC CAG TCT CCT TTC TTC CTG 90 
Met Thr Pro Gly Thr Gin Ser Pro Phe Phe Leu 
-21 -20 -15 

CTG CTG CTC CTC ACA GTG CTT ACA GTT GTT ACA GGT TCT 129 
Leu Leu Leu Leu Thr Val Leu Thr Val Val Thr Gly Ser 
-10 -5 -1 1 

GGT CAT GCA AGC TCT ACC CCA GGT GGA GAA AAG GAG ACT 168 
Gly His Ala Ser Ser Thr Pro Gly Gly Glu Lys Glu Thr 
5 10 15 

TCG GCT ACC CAG AGA AGT TCA GTG CCC AGC TCT ACT GAG 207 
Ser Ala Thr Gin Arg Ser Ser Val Pro Ser Ser Thr Glu 
20 25 
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AAG AAT GCT GTG AGT ATG ACC AGC AGC GTA CTC TCC AGC 246 
Lys Asn Ala Val Ser Met Thr Ser Ser Val Leu Ser Ser 
30 35 40 

CAC AGC CCC GGT TCA GGC TCC TCC ACC ACT CAG GGA CAG 285 
Bis Ser Pro Gly Ser Gly Ser Ser Thr Thr Gin Gly Gin 
45 50 55 

GAT GTC ACT CTG GCC CCG GCC ACG GAA CCA GCT TCA GGT 324 
Asp Val Thr Leu Ala Pro Ala Thr Glu Pro Ala Ser Gly 

60 65 

Pvull 

TCA GCT GCC ACC TGG GGA CAG GAT GTC ACC TCG GTC CCA 363 
Ser Ala Ala Thr Trp Gly Gin Asp Val Thr Ser Val Pro 
70 75 80 

GTC ACC AGG CCA GCC CTG GGC TCC ACC ACC CCG CCA GCC 402 
Val Thr Arg Pro Ala Leu Gly Ser Thr Thr Pro Pro Ala 
85 90 



r 



CAC GAT GTC ACC TCA GCC CCG GAC AAC AAG CCA GCC | CCG 
His Asp Val Thr Ser Ala Pro Asp Asn Lys Pro Ala [Pro 
95 100 105 I 



GGC TCC ACC GCC CCC xxx GCC CAC GGT GTC ACC TCG GCC 
Gly Ser Thr Ala Pro X x Ala His Gly Val Thr Ser Ala 



CCG GAC yyy AGG CCG xxx| TTG GGC TCC ACC GCC CCT CCA 459 + (60xn) 
Pro Asp Y Arg Pro X 2 |Leu Gly Ser Thr Ala Pro Pro 
— 'n 110* 

GTC CAC AAT GTC ACC TCG GCC TCA GGC TCT GCA TCA GGC 498 + (60xn) 

Val His Asn Val Thr Ser Ala Ser Gly Ser Ala Ser Gly 
115* 120* 125* 

TCA GCT TCT ACT CTG GTG CAC AAC GGC ACC TCT GCC AGG 537 + (60xn) 

Ser Ala Ser Thr Leu Val His Asn Gly Thr Ser Ala Arg 
130* 135* 

GCT ACC ACA ACC CCA GCC AGC AAG AGC ACT CCA TTC TCA 576 + (60xn) 

Ala Thr Thr Thr Pro Ala Ser Lys Ser Thr Pro Phe Ser 
140* 145* 150 * 

ATT CCC AGC CAC CAC TCT GAT ACT CCT ACC ACC CTT GCC 615 + (60xn) 

lie Pro Ser His His Ser Asp Thr Pro Thr Thr Leu Ala 
155* 160* 165* 

AGC CAT AGC ACC AAG ACT GAT GCC AGT AGC ACT CAC CAT 654 + (60xn) 

Ser His Ser Thr Lys Thr Asp Ala Ser Ser Thr His His 
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170* 175* 
AGC ACG GTA CCT CCT CTC ACC TCC TCC AAT CAC AGC ACT 693 + (60xn) 

Ser Thr Val Pro Pro Leu Thr Ser Ser Asn His Ser Thr 
180* 185* 190* 

TCT CCC CAG TTG TCT ACT GGG GTC TCT TTC TTT TTC CTG 732 + (60xn) 

Ser Pro Gin Leu Ser Thr Gly Val Ser Phe Phe Phe Leu 
195* 200* 

TCT TTT CAC ATT TCA AAC CTC CAG TTT AAT TCC TCT CTG 771 + (60xn) 

Ser Phe His lie Ser Asn Leu Gin Phe Asn Ser Ser Leu 
205* 210* 215* 



GAA GAT CCC AGC ACC GAC TAC TAC CAA GAG CTG CAG AGA 810 + (60xn) 

Glu Asp Pro Ser Thr Asp Tyr Tyr Gin Glu Leu Gin Arg 
220* 225* 230* 

GAC ATT TCT GAA ATG GTG AGT ATC GGC CTT TCC TTC CCC 849 + (60xn) 

Asp lie Ser Glu Met Val Ser lie Gly Leu Ser Phe Pro 
235* 240* 

ATG CTC CCC TGA AGCAGCCATC AGAACTGTCC ACACCCTTTG 891 + (60xn) 

Met Leu Pro Ter 
245* 



CATCAAGCCT GAGTCCTTTC CCTCTCACCC 
ACAAGGGGGT TTTCTGGGCC TCTCCAATAT 
GGTGTGGACC CAGTGTGGTG GTTGGAGGGT 
AGGAGGGACT GGTCGCACTT AAGGTTGGGG 
TGGGACCCGT GGCTGAAGTG CCCATTTCCC 
TGGTGGTACA ATTGACTCTG GCCTTCCGAG 
GACGTGGAGA CACAGTTCAA TCAGTATAAA 
TAACCTGACG ATCTCAGACG TCAGCGGTGA 
CCCAGCACCA TGCCGGGGCC CTCTCCTTCC 
TTCCTTAGTG CTGGCAGCGG GAGGGGCGCC 
ACCACTGCTT TTCCTTTTAG TGAGTCATGT 
AGTCTGGGGC TGGGGTGCCA GGCTGGGGCA 
TGTGTTCTGG TTGCGCTGGC CATTGTCTAT 
AGTCCCTGGC CCTGATCAGA GCCCCCCGGT 
CCATAACCTC CTATCTCCCC AGGCTGTCTG 
ACGGGCAG 



CAGTTTTTGC 


AGATTTATAA 


941 


+ 


(60xn) 


TAAGTTCAGG 


TACAGTTCTG 


991 




(60xn) 


TGGGTGGTGG 


TCATGACCGT 


1041 




(60xn) 


GAAGAGTCGT 


GAGCCAGAGC 


1091 


+ 


(60xn) 


TGTGACCAGG 


CCAGGATCTG 


1141 


+ 


(60xn) 


AAGGTACCAT 


CAATGTCCAC 


1191 


+ 


(60xn) 


ACGGAAGCAG 


CCTCTCGATA 


1241 


+ 


(60xn> 


GGCTACTTCC 


CTGGCTGCAG 


1291 


+ 


(60xn) 


AGTGCCTGGG 


TCCCCGCTCT 


1341 




(60xn) 


TCCTCTGGGA 


GACTGCCCTG 


1391 


+ 


(60xn) 


GCCATTTCCT 


TTCTCTGCCC 


1441 




(60xn) 


TCGCGCTGCT 


GGTGCTGGTC 


1491 


+ 


(60xn) 


CTCATTGCCT 


TGGTGAGTGC 


1541 


+ 


(60xn) 


AGAAGGCACT 


CCATGGCCTG 


1591 


+ 


(60xn) 


TCAGTGCCGC 


CGAAAGAACT 


1641 


+ 


(60xn) 






1649 


+ 


(60xn) 
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REVINDICATIONS 



1. Une composition pharmaceutique pour trailer ou prevenir une tumeur maligne qui 
comprend, a titre d 'agent therapeutique, un polypeptide reconnu par Tanticorps H23 
en association avec un diluent ou un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique 

5 2. Une composition selon la revendication 1 dans laquelle le polypeptide reconnu par 
Panticorps H23 comprend une sequence repet6e n fois, n etant un nombre de 1 a 80; 
et deformule (I) : Pro-GIy-Ser-Thr-Ala-ProOC r Ala^ 

Y-Arg-Pro-X^ dans laquelle X l et X 2 sont independamment Pro ou Ala et Y est Thr 
ou Asn. 

1 0 3. Une composition selon la revendication 2 dans laquelle le polypeptide reconnu par 
Tanticorps H23 est un polypeptide comprenant la sequence de formule (I) repetee n 
fois dont la sequence complete presente un degre d'homologie d'au moins 80 % avec 
(i) la sequence telle que montree dans 1'IS n° 1 commengant avec le r&idu threonine 
en position 1 et finissant avec le residu leucine en position 414 + (20 x n) ou (ii) la 

1 5 sequence telle que montree dans VIS n° 2 commengant avec le residu threonine en 

position 1 et finissant avec le residu proline en position 246 + (20 x n); le nombre n 
relatif a la sequence de formule (I) dudit polypeptide d'une part, et celui relatif a la 
sequence telle que montree dans VIS n° 1 ou 2 d'autre part, etant de maniere 
dependante un nombre de 1 a 80. 

20 4. Une composition selon la revendication 3 dans laquelle le polypeptide reconnu par 
Tanticorps H23 est un polypeptide comprenant la sequence de formule (I) rSpetee n 
fois dont la sequence complete prdsente un degr£ d'homologie d'au moins 80 % avec 
(i) la sequence telle que montree dans PIS n° 1 commengant avec le r&idu threonine 
en position 1 et finissant avec le rdsidu leucine en position 414 +(20 x n) ou (ii) la 

25 sequence telle que montree dans PIS n° 2 commengant avec le r&idu threonine en 

position 1 et finissant avec le r&idu proline en position 246 + (20 x n); le nombre n 
relatif & la sequence de formule (I) dudit polypeptide d'une part, et celui relatif a la 
sfqucnce telle que montree dans PIS n° 1 ou 2 d'autre part, 6tant de maniere 
ddpendante, 2, 3 ou 4. 
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5. Une composition selon la revendication 3 dans laqueile le polypeptide reconnu par 
1'anticorps H23 a pour sequence (i) la sequence telle que montree dans l'IS n° 1 
commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu leucine 
en position 414 + (20 x n) ou (ii) la sequence telle que montree dans l'IS n° 2 

5 commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu proline 

en position 246 + (20 x n); n 6tant un nombre de 1 a 80. 

6. Une composition selon la revendication 5 dans laqueile le polypeptide reconnu par 
1'anticorps H23 a pour sequence (i) la s6quence telle que montree dans l'IS n° 1 

Q commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu leucine 

en position 414 + (20 x n) ou (ii) la sequence telle que montree dans l'IS n° 2 
commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu proline 
en position 246 4- (20 x n); n etant 2,3 ou 4. 

7. Une composition pharmaceutique pour traiter ou prevenir une tumeur maligne qui 
1 5 comprend, a titre d 'agent therapeutique, un virus dans le genome duquel est insere un 

fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnnu par 1'anticorps H23, ledit 
fragment d'ADN etant placS sous le controle de signaux de transcription et de 
traduction approprids. 

8. Une composition selon la revendication 7 qui comprend un virus dans le genome 
20 duquel est insere un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par 

1'anticorps H23; ledit polypeptide comprenant une sequence repetee n fois, n etant un 
nombre de 1 a 80; et de formule (I) : Pro-GIy-Ser-Thr-Ala-Pro.X r Ala^His-Gly-VaI- 
Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Y-Arg-Pro-Xj, dans laqueile X l et X 2 sont independamment Pro 
ou Ala et Y est Thr ou Asn. 



25 9. Une composition selon la revendication 8 qui comprend un virus dans le g6nome 
duquel est ins6r6 un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par 
Panticorps H23, comprenant la sequence de formule (I) r6p6tee n fois et dont la 
sequence complete presente un degr6 d'homologie d*au moins 80 % avec (i) la 
sfquence telle que montr6e dans PIS n° 1 commengant avec le residu threonine en 

30 position 1 et finissant avec le residu leucine en position 414 + (20 x n) ou (ii) la 

sequence telle que montrde dans l'IS n° 2 commengant avec le residu threonine en 
position 1 et finissant avec le residu proline en position 246 + (20 x n); le nombre n 
relatif a la sequence de formule (I) dudit polypeptide d'une part, et celui relatif a la 
sequence telle que montree dans TIS n° 1 ou 2 d 'autre part, etant de maniere 

35 d6pcndante un nombre de 1 h 80. 
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10. Unc composition selon la revendication 9 qui comprend un virus dans le genome 
duquel est insere un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par 
Panticorps H23, comprenant la sequence de formule (I) repetee n fois et dont la 
sequence complete presente un degr6 d'homologie d'au moins 80 % avec (i) la 

5 sequence telle que montrde dans PIS n° 1 commengant avec le residu threonine en 

position 1 et finissant avec le residu leucine en position 414 + (20 x n) ou (ii) la 
sequence telle que montrde dans PIS n° 2 commengant avec le residu threonine en 
position 1 et finissant avec le residu proline en position 246 + (20 x n); le nombre n 
relatif a la sequence de formule (I) dudit polypeptide d'une part, et celui relatif a la 
10 sequence telle que montree dans PIS n° 1 ou 2 d'autre part, €tant de maniere 

dgpendante 2, 3 ou 4. 

11. Une composition selon la revendication 9 qui comprend un virus dans le genome 
duquel est insere un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par 
Panticorps H23, ayant pour sequence (i) la sequence telle que montree dans TIS n° 1 

1 5 commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu leucine 

en position 414 + (20 x n) ou (ii) la sequence telle que montree dans TIS n° 2 
commengant avec le r&idu threonine en position 1 et finissant avec le residu proline 
en position 246 + (20 x n); n 6tant un nombre de 1 a 80. 

12. Une composition selon la revendication 11 qui comprend un virus dans le genome 
20 duquel est insure un fragment d'ADN codant pour un polypeptide reconnu par 

Panticorps H23, ayant pour sequence (i) la sequence telle que montr6e dans TIS n° 1 
commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu leucine 
en position 414 + (20 x n) ou (ii) la sequence telle que montree dans l'IS n° 2 
commengant avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu proline 
25 en position 246 + (20 x n); n etant 2, 3 ou 4. 

13. Une composition selon n'importe laquelle des revendications 7 a 12 dans laquelle le 
virus dans le genome duquel est insure un fragment d'ADN codant pour un 
polypeptide reconnu par Panticorps H23 est un poxvirus. 



14. 

30 



Une composition selon n'importe laquelle des revendications 7 a 12 dans laquelle le 
poxvirus dans le g6nome duquel est ins6x€ un fragment d'ADN codant pour un 
polypeptide reconnu par Panticorps H23 est le virus de la vaccine. 
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15. A titre d'agent therapeutique pour le traitement ou la prevention d'une 
tumeur maligne, un polypeptide reconnu par i'anticorps H23. 
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